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経路におけるホモシステインへのメチル基供給において、M. smegmatisが M. tuberculosisと同じ酵素あ
るいは代替え経路を有している可能性を探り、M. tuberculosis に代わるモデルとなりうるかを検討する
ことを目的とした。 
まず、枯草菌 Bacillus subtilis 由来のレバンサッカラーゼ酵素をコードする sacB を選択マーカーとし
て利用した 2段階相同組換え法により、M. smegmatisのゲノムから metF、MetHの遺伝子 metH、および
MetEの遺伝子metHを欠失させ、metF欠損株（∆metF）、metH欠損株（∆metH）およびmetE欠損株（∆metE）
をそれぞれ作製した。次に∆metH のゲノムから metE を欠失させ、metH と metE の二重欠損株




において metF は必須遺伝子ではないことが明らかとなった。そして、M. smegmatis は 5-メチルテトラ
ヒドロ葉酸とは異なるメチル基の供与体を利用する酵素を有しているか、あるいは 5-メチルテトラヒド
ロ葉酸の合成を触媒するMetF以外の酵素を有している可能性が示された。 



























Mycobacterium tuberculosis（M. tuberculosis）は古典的な MetF を有していない。そのため、
Mycolicibacterium smegmatis（M. smegmatis）を実験モデルとして使用するためには、metFの欠損株（∆metF）
が必要である。そこで本研究では、その欠損株作製を行い、メチオニン合成経路におけるホモシステイ
ンへのメチル基供給において、M. smegmatisが M. tuberculosisと同じ酵素を有している可能性を探り、
∆metFがM. tuberculosisに代わるモデルとなりうるかを検討したものであった。 
【材料と方法】 
 M. smegmatis mc2155株と Escherichia coli DH5α株を使用した。まず、枯草菌 Bacillus subtilis由来のレ
バンサッカラーゼをコードする sacB を選択マーカーとして利用した 2 段階相同組換え法により、M. 
smegmatisのゲノムから metF、MetHの遺伝子 metH、およびMetEの遺伝子 metEを欠失させ、metF欠損
株（∆metF）、metH欠損株（∆metH）および metE欠損株（∆metE）をそれぞれ作製した。次に、∆metHの
ゲノムから metEを欠失させ、metHと metEの二重欠損株（∆metH/∆metE）を作製した。最後に、大腸菌





において metF は必須遺伝子ではないことが明らかとなった。そして、M. smegmatis は 5-メチルテトラ
ヒドロ葉酸とは異なるメチル基の供与体を利用する酵素を有しているか、あるいは 5-メチルテトラヒド
ロ葉酸の合成を触媒するMetF以外の酵素を有している可能性が示された。∆metHと∆metEを Sauton寒
天培地で培養したところいずれも増殖し、M. smegmatisの metHと metEは必須遺伝子でないことが示さ





ラヒドロ葉酸合成に関して未知の酵素の存在が示唆された。これは古典的な MetF が存在しない M. 
tuberculosis と同じ MetF に代わる酵素である可能性があり、本研究において作製された∆metF は M. 
tuberculosisにおけるシステインへのメチル基供給経路の解析に有用である可能性が示された。 
本論文は、∆metFが M. tuberculosisに代わるモデルとして有用である可能性を示すものであった。本
研究によって得られた知見は、新規抗結核薬の開発の一助となることが期待される。よって、審査委員
会は本論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める。 
